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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Immunologisch aktive Polypeptide, die fur die Herstellung von Antimalaria-Vakzinen und diagnostischen 
Ausrustungenfur die Auffindung von Antisporozoit-Antikorpern nutzlich sind 

Immunologisch aktive Polypeptide, bestehend, gegen das 
N-endstandige Ende, aus einer Asn-Val-Asp-Pro-Asn-Ala- 
Asn-Pro-Sequenz, die dreimal wiederhott ist, und, gegen das 
C-endstandige Ende, aus wenigstens drei Quadrupletts mit 
einer Asn-Ala-Asn-Pro-Sequenz, gebunden aneinander 
durch eine amidische Bindung zwischen dem Endprolin der 
ersten Sequenz und dem Anfangsasparagin des ersten Qua- 
drupletts. 

Diese Polypeptide reproduzieren annahemd genau die 
Sequenzstruktur des Circumsporozoit-Proteins von P.falci- 
parum und sind f ur t die Herstellung von Antimalaria-Vakzinen 
und diagnostischen Ausrustungen zum Nachweis von Anti- 
sporozoit-Antikorpern in klinischen Proben von malariainfi- 
zierten Personen wertvoll. 
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Patentanspruche 

1. Immunologic aktive Polypeptide, die zur Herstellung von Antimalaria-Vateine und von diagnosds^en 
Ausrustungen fOr den Nachweis von Antisporozoit-Antikorpern nfitzbch sind, defimerbar durch die folgen- 
de, allgemeine Formel (1) 

(Asn-Val-Asp-Pro-Asn-Ala-Asn-ProMA^^^ ® 



worin 

Ala ~ Alanin 
Asn = Asparagin 
Asp Asparaginsaure 
Pro = Prolin 
Val = Valin 



und worin n einen Wert gleich oder hdher als 3 hat ; 

2. PolypeptidegemaBAnspruchl,worini7einenW 

3. VeKen zur Herstellung von Polypeptide gemaB den Anspruchen 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, 



daB 



(a) die erste Aminosaure (Ala), geschutzt an der a-Aminogruppe, auf einen unloslichen, festen Trager 
durch Veresterungsreaktion zwischen der aktivierten Carboxygruppe und dem Verbindungshaken des 
festen Tragers kondensiert wird; 

(b) dieSchutzgruppevondera-Aminogmppeentferntwird; . » %M tA m \ 
c) oie Ala-AminosVure, gebunden an den unloslichen, festen Trager, auf die zweite Aminosaure (Asn), 
die an ihrer a-Aminogruppe durch eine Acylierungsreaktion zwischen der Schutz ^P^"?^ 
ten Aminogruppe und der aktivierten Carboxygruppe der zweiten Aminosaure geschutzt wurde, 

kondensiert wird; " 

(dMe a-Amino-Schutzgruppe von der zweiten Aminosaure entfernt wird; 

e SeJach^oW 

ten geschutzt sind, wenn dies notwendig ist, gemaB den Verf ahrensweisen der obigen Schntte (c) und 
(d\ bis das Polypeptid (I) vollstandig ist; „ , ,„ eo 

(0 das so erhahene Polypeptid (I) von dem unloslichen, festen Trager durch erne saure Hydrolyse 

freigesetztwird; j • ■ j 

(g) das Polypeptid (1) durch Chromatographic gewonnen und gereinigt wird. 

4. Verfahren gemaB Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB die a-Amino-Schutzgruppe Fhiorenylmethy- 

sTerfaSgemaB Anspruch 3. dadurch gekennzeichnet, daB in der Stufe (a) die VereMerungsreaktion , in 
einem .Sen organischen LSsungsmittel in Anwesenheit von Katalysatoren be. e.ner Temperatur m dem 
BereicK vOn — 10 bis 40° Cdurchgefuhrt wird. . „. , 

6. Verfahren gemaB Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB dasorganischeLosungsimttelN^Dmiethyl- 

7° Verfaifren gemaB Anspruch 5. dadurch gekennzeichnet, daB die Katalysatoren N-Methylmorpholin und 
4-Dimethvlaminopyridin sind. _ A ocorv 

8. Verfahren gemaB Anspruch5, dadurch gekennzeichnet, daB die Temperatur Raumtemperatur (20-25 C) 

9 Verfahren gemaB Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB in den Stufen (b) und (d) die Entfemung der 
a-Amino-Schutzgruppe mit einem (20/80, Vol^ol)-PiperiQin/N,N-Dim e thy!fonnam.d-Gem.sch be. Raum- 

;rve^°g7m^ 

aktion in einem inerten, organischen Losungsmittel in Anwesenhe.t von Katalysatoren be. e.ner Tempera- 
tur in dem Bereich von -10 bis 40° Cdurchgefuhrt wird. ^ . „ rm ;„„i m m ni™ 
1 1. Verfahren gemaB Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet. daB das orgamsche Losungsmittel N^-Dune- 

fz vSu"m gemaB Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet. daB die Katalysatoren 1-Hydroxybenzotriazol, 

4-Dimethylaminopyridin und N-Methylmorpholin sind. . . 

13 Verfahren gemaB Anspruch 10. dadurch gekennzeichnet, daB die Temperaturen m dem Bere.ch von 0 bus 

RVeSen gemaB Anspruch 3. dadurch gekennzeichnet, daB in der Stufe (f) die Entfemungsreaktion mit 
einer (90/10, VolAVol)-TrifluoressigsaureiWasser-Losung bei einer Temperatur in dem Bereich von 10 bis 

1? vt^rlnteS^nspruch 3. dadurch gekennzeichnet. daB in der Stufe (g) die Reinigung durch 

Chromatographic auf Molekularsieben und Ionenaustausch-Chromatographie durchgef tort wird. 

16. Verwendung des Polypeptids gemaB den Anspruchen 1 und 2 zur Herstellung von Antimalana-Vakzi- 

"rVerwendung des Polypeptids gemaB den Anspruchen I und 2 in Nachweismitteln zur Auffindung von 
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Antisporozoit-Antikdrpem in klinischen Proben,die von malariainfizierten Personen genommen wurden. 

Beschreibung 

Die vorliegcndc Erfmdung betrifft immunologisch aktive Polypeptide* die fur die Herstellung von Antimala- 5 
ria-Vakzinen und von diagnostischen Ausrustungen fur den Nachweis von Antisporozoit-Antikdrpern in klini- 
schen Proben von malariainfizierten Personen nutzlich sind. 

Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur Herstellung dieser Polypeptide. 

Die Ursache der Malaria ist ein Protozoen-Parasit, der zum Genus Plasmodium gehort, mit einem Vitalzyklus, 
der zwischen einem wirbellosen Wirt, worin er eine sexuelle Form der Fortpflanzung zeigt, und einem Wirbel- 10 
tier-Wirt, in dessen Inneren er sich durch einfache Schizogenie vermehrt, alterniert 

Unter den Hunderten von Species von Plasmodium, die in der Natur vorkommen, sind nur vier ffir den 
Menschen pathogen: P. ovale, P. vivax, P. malariae und P. falciparum. 

Dieses letztere stellt insbesondere die Ursache der schwersten Form der Malaria dar, dem sog. "maligenen 
Tertianfiebei^oderTertianmalaria". is 

Derzeit stellt die Malaria eine der schwersten parasitischen Erkrankungen fur den Menschen dar. 

Es wird geschatzt, daB diese Krankheit jedes Jahr 200 bis 400 Millionen der Bevolkerung befallt und eine 
Mortalitatsrate wahrend der frflhen Kindheit verursacht, die so hoch wie 50% der Falle sein kana 

Aus Obigem wird die Notwendigkeit der Entwicklung einer wirksamen Antimalaria-Vakzine ersichtlich, d h. 
einer Vakzine, welche in der Lage ist, die Erzeugung von Antikdrpern zu stimulieren bzw. anzuregen, welche den 20 
Parasiten anzugreifen und zu neutralisieren vermogen und eine dauerhaf te Schutzimmunitat entwickeln. 

Die Malariainfektion beim Menschen beginnt mit dem Stich der Anophelesmucke, welche innerhalb des 
Blutstroms eine gewisse Anzahl von Sporozoiten freilaflt 

Innerhalb einer Stunde erreicht jeder Sporozoit eine hepatische Zelle, worin er die Bildung von 20 000 oder 
mehr Merozoiten hervorruf t 25 

Dann dringt jeder Merozoit in ein Erythrozyt ein, worin es sich asexuell von Ringen in Schizonten vermehrt 

Der reife Schizont enthalt individuelle Merozoiten, die noch nicht in der Lage sind, andere Erythrozyten zu 
durchdringen. Wenn der Erythrozyt platzt, setzt er 10 bis 20 reife Merozoiten frei, von denen einige sich in 
Gametozyten umwandeln, welche die die MOcke infizierende Form darstellen. 

Die komplexe Struktur des Lebenszyklus der Malariaparasiten hat es schwierig gemacht, bis jetzt eine 30 
Vakzine zu entwickeln, die mit den gewunschten Eigenschaf ten ausgestattet ist 

Diese Parasiten entwickeln tatsachlich gemaB einem Vielstufen-Zyklus, dem der Wirtsorganismus ausgesetzt 
ist, eine sehr groBe Anzahl von Antigenkomponenten, welche voneinander verschieden und stufen-spezifisch 
sind. 

Nur eine kleine Fraktion dieser Antigenkomponenten induziert Immuno-Schutzreaktionen, wahrend die 35 
anderen Fraktionen entweder fur den Zweck eines Immunschutzes belanglos sind oder unerwunschte Reaktio- 
nen im Wirt anregen. 

Die Schutzimpfung mittels Verwendung des ganzen Parasiten ist daher weder eine gultige noch praktikable 
Methode, da die Malariaparasiten nicht in genugend gro8er Menge oder in einem zufriedenstellenden Reinheits- 
grad erhalten werden konnen. 40 

Daher sollte die Taktik zur Entwicklung einer Antimalaria-Vakzine auf der Identif izierung und Charakterisie- 
rung der einzigen parasitischen Antigene, welche spezifisch immuno-protektive Reaktionen anregen, basieren. 

Wenn einmal die Aminosaure-Sequenz des naturlichen Proteins identifiziert wurde, besteht der nachste 
Schritt in der Herstellung eines aktiven Molekuls und/oder aktiver Fragmente davon durch Methoden der 
chemischen Synthese oder der Gentechnik. 45 

Wahrend der vergangenen Jahre richteten die Forscher beim Versuch, Schutzplasmodien-Antigene zu identi- 
fizieren, ihr Interesse auf die extrazellularen Formen: Merozoiten, Sporozoiten und Gametozyten, die einzigen 
Formen, welche dem Immunitatssystem ausgesetzt sind 

Insbesondere wurden viele Studien bezuglich der Identifizierung und Charakterisierung von an den Sporozoi- 
ten gebundenen Antigenen durchgefuhrt 50 

Tatsachlich ist die Entwicklung einer Vakzine gegen diese Form des Parasiten besonders erwunscht, da, wenn 
sie beim Menschen wirksam ist, sie die nachfolgenden Schritte, welche fur die Krankheit und fur die Obertra- 
gungder Infektion verantwortlich sind, inhibieren bzw. verhindern kann. 

KQrzlich wurde gezeigt, daB das haupts^chliche Mem bran- Antigen eines Sporozoiten von P. falciparum ein 
Protein, genannt "circumsporotoitisches Protein n oder "CS*\ ist, das die gesamte Oberfl&che des Sporozoiten 55 
bedeckt 

Es ergibt sich, daB dieses Protein aus 412 Aminosauren besteht mit einer zentraien Sphare, die aus Tetrapepti- 
den besteht, mit einer Sequenz Asn-Ala-Asn-Pro, die 37 Mai wiederholt ist, und aus 4 Tetrapeptiden mit einer 
Sequenz Asn- Val-Asp-Pro (Dame et aL, Science, 1 984, 225, 593; Nussenzweig et aL, Cell, 1 985, 42, 401 ). 

In der technischen und Patentliteratur wird von Verfahren zur Synthese von Proteinen berichtet welche die 60 
sich wiederholenden Sequenzen Asn-Ala-Asn-Pro enthalten sowohl uber rekombinante DNA als auch durch 
chemische Synthese. 

Die Verfahren, welche die Techniken der Gentechnik verwenden, zeigen jedoch einige Nachteile, wie die 
Verwendung des pathogenen Mikroorganismus E. coli, und das Erzielen eines geschmolzenen Proteins, d h. 
eines Proteins, das aus dem CS-Protein und einer heterologen Aminosaure-Sequenz besteht 65 

Ein Verfahren zur chemischen Synthese ist in der Europaischen Patentanmeldung 86105223.1,. Veroffentli- 
chungsnummer 209 643, vom 28. Januar 1987 geoffenbart, w eine peptidische Sequenz beschrieben und bean- 
sprucht ist, die aus einem Gemisch von Peptiden besteht, worin die Sequenz (Asn-Ala-Asn-Pro) /?-mal wiederholt 
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ist 

Aus Untersuchungen, die durchgef uhrt wurden, urn die immunologischeii Eigenschaf ten dieser Zusammenset- 
zung zu bestimmen und ihre Fahigkeit der Herbeifuhrung einer Schutzimmunitat zu bestimmen, wurde beob- 
achtet, daB die peptidische Fraktion, die im Mittel 40 (Asn-Ala-Asn-Pro)-QuadrupIetts enthalt, obzwar sie hpch 
5 immunogenist,einegenetischeingesehrankteImmunreakti nherbeifuhrt 

Tatsachlich werden durch eine splche Fraktion nur einige T-Cellularklone in Laboratoriumsmausen angeregt 
Dies stellt einen Nachteil fur die Entwicklung einer Antimaterie-Vakzine insofern dar. als sie nicht an alien 
Patienten wirksam ist 

Es wurde nun gefunden, daB es mdglich ist, die Nachteile des Standes der technik mittels immunologisch 
io aktiver Polypeptide zu uberwinden, welche in reiner Form durch ein einfaches und wirtschaftlich gunstiges 
Verfahren erhalten werden konnen und die auBer der Sequenz Asn-Ala-Asn-Pro noch andere peptidische 
Segmente, die in dem Protein des Parasiten vorhanden sind, umfassen. 

Ein Ziel der vorliegenden Erfindung sind daher immunologisch aktive Polypeptide, die fur die Herstellung von 
Antimalaria-Vakzine und von diagnostischen Ausrustungen zum Nachweis von Antisporozoit-Antikorpern in 
ts klinischen Proben nutzlich sind. 

Ein weiteres Ziel der Erfindung ist auch die Verwendung dieser Polypeptide zur Herstellung von Antimalarial- 
Vakzinen und diagnostischen Ausrustungen zum Nachweis von Antisporozoit-Antikorpern in klinischen Pro- 
ben. 

Noch ein weiteres Ziel der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung dieser Polypeptide. 
20 Noch weitere Ziele der Erfindung werden aus der folgenden Beschreibung und den Beispielen ersichtlich. 

Insbesondere konnen die Polypeptide gemaB der vorliegenden Erfindung durch die folgende allgemeine 
Formel(I) definiert werden: 

(Asn-Val-Asp-Pro-Asn-Ala-Asn-Pro^Asn-Ala-Asn-ProVAsn-Ala (I) 

25 

worin 

AsparaginsEiure 
Asparagin 
Atanin 
Prolin 
Valin 

und worin n einen Wert gleich oder hoher als 3 hat 

Die Polypeptide (I) nach bekannten, allgemeinen Techniken entweder in homogener Phase oder in fester 
Phase hergestellt werden. 

GeniaB der vorliegenden Erfindung wird das Polypeptid (I) in fester Phase mittels eines Verfahrens syntheti- 
siertdasumfaBt: 

40 

(a) die Kondensation der ersten Aminosaure (Ala), die an der a-Aminogruppe auf einem unloslichen, festen 
Trager mittels einer Veresterungsreaktion zwischen der aktivierten Carboxygruppe und dem Verbindungs- 
haken des festen Tragers geschutzt ist; 

(b) die Entfernung der Schutzgruppe von der a-Aminogruppe; 

45 (c) die Kondensation der an den unloslichen, festen Trager gebundenen Ala-Aminosaure auf die zweite 
Asp- Aminosaure, die an ihrer a-Aminogruppe mittels einer Acylierungsreaktion zwischen der schutzgrup- 
penentfernten Aminogruppe und der aktivierten Carboxygruppe der zweiten Aminosaure geschiitzt ist; 

(d) die Entfernung der a-Amino-Schutzgruppe von der zweiten Aminosaure; 

(e) die Kondensation der nachfolgenden Aminosauren nach den Grundsatzen, die oben fur die Schritte (c) 
so und (d)angegeben sind, bis das Polypeptid (I) vollstandig ist; v 

(f) die Entfernung des so erhaltenen Polypeptids (I) von dem unloslichen, festen Trager mittels saurer 
Hydrolyse; 

(g) die Gewinnung und Reinigung des Polypeptids (0 durch Chromatographic. 

55 GemaB der vorliegenden Erfindung sind die unloslichen, festen Trager ausgewahlt aus Polyacrylamidharzen, 
Polystyrolharzen, die mit Divinylbenzol vernetzt sind, phenolischen Harzen. 

Insbesondere wird ein handelsubliches Polyacrylamidharz verwendet, das mit Norleucin (NLe) als interner 
Referehz- Aminosaure funktionalisiert ist, und ein Haken fur die Bildung der reversiblen Peptid-Harzbiridung, 
wie z. B. p-Hydroxymethylphenoxyessigsaure. 
60. Vor dem Kondensieren der Aminosauren wird das funktionalisierte Harz durch eine Behandlung mit N,N-Di- 
methylformamid (DMF) bei Raumtemperatur oder bei Temperaturen nahe Raumtemperatur gequollea 

GemaB der vorliegenden Erfindung konnen die Aminosauren zu dem Harz entweder individual oder nach 
einer.Vorsynthese in homogener Phase als vorgebildete Peptide zugegeben werden. 
Die Aminosauren werden auf das Harz nach einem vorherigen Schutz der a-Aminogruppe und der moglichen 
65 reaktiven Funktionen in den Seitenketten und der Aktivierung der endstandigen Carboxygruppe kondensiert 

Beispiele von a-Amino-Schutzgruppen, die ffir den vorgesehenen Zweck geeignet sind, umfassen: Benzylox- 
ycarbonyl, Triphenyl methyl, tert-Amyloxycarbonyl, 2-Nitro-phenylsulfonyl, Fluorenylmethyloxycarbonyl 
(Fmoc) und tert-Butyloxycarbonyl (Boc). 



Asp = 

Asn = 

30 Ala == 

Pro = 

Val » 
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Von diesen sind die Fmoc- und Boc-Gruppen, die unter milden Arbeitsbedingungen entfernt werden konnen. 
bevorzugt Die Fluorenylmethyloxycarbonyl(Fmoc)-Gruppe ist besonders bevorzugt 

Mogliche reaktive, funktionelle Gruppen, die in den Seitenketten der Aminosauren vorhanden sind, werden 
mit Schutzgruppea die in der Fachwelt der Peptid-Synthesen bekannt sind, geschutzt 

Typischerweise werden Schutzgruppen verwendet welche unter den Bedingungen der Entfernung der a-Ami- 5 
no-Schutzgruppe stabil sind 

Ein Beispiel fiir diese Schutzgruppen fur Asparaginsaure ist tert-Butylester (OBut). 

Gemafi der vorliegenden Erfindung wird die Aktivierung der Aminosaure-Reste Val, Ala, Pro, Asp durch 
Reaktion mit Dicyclohexyl-carbodiimid (DCI) durchgefuhrt urn das symmetrische Anhydrid dieser Aminosaure 
an der endstandigen Carboxygruppe zu bilden. 10 

Im allgemeinen wird die Reaktion durchgefuhrt, indem die Aminosaure, wobei ihre cr-Aminogruppe geschutzt 
ist, in einem inerten (nicht-reaktiven), organischen Losungsmittel in Anwesenheit von Dicyclohexyl-carbodiimid 
bei Raumtemperatur (20— 25° C) aufgeldst wird 

Am Ende der Reaktion wird Dicyclohexylharnstoff abfiltriert oder abzentrifugiert, das Losungsmittel abge- 
dampft und das so gebildete, symmetrische Anhydrid gewonnen. is 

Die Aktivierung des Asn-Aminosaure-Restes wird durch Reaktion mit einem Derivat des Phenols durchge- 
fuhrt, urn den aktiven Ester am Ende der Carboxygruppe zu bilden. 

Phenolderivate, welche in dem erfindungsgemiBen Verfahren verwendet werden k6nnen, sind fluorierte oder 
chlorierte Phenolderivate, wie z. B. PentachlorphenoLTrichlorphenol, Pentafluorphenol und p-NitrophenoL 

Die Aktivierungsreaktion der Carboxygruppe der a-Amino-geschQtzten Aminosaure wird durch Kontaktie- 20 
ren dieser Aminosaure und dieses Phenolderivats in einem inerten, organischen Losungsmittel bei Raumtempe- 
ratur oder nahe Raumtemperatur durchgefuhrt 

Beispiele fur organische Sauren, die fur den vorgesehenen Zweck geeignet sind, werden ausgewahlt aus den 
aprotischen Losungsmitteln, wie z. B. Ethylacetat oder aliphatischen, chlorierten Kohlenwasserstoffen. Die so 
erhaltene Losung wird dann auf eine Temperatur von etwa 0°C abgekuhlt und dazu wird ein Kondensationsmit- 25 
,tel gegeben mit einem Kondensationsmittel/Aminosaure-Molverhaltnis gleich oder nahe gleich 1. Das Konden- 
sationsmittel, das typischerweise verwendet wird, ist Dicyclohexyl-carbodiimid (DCI). 

DieStufe(a) 

30 

In der Stufe (a) des Verfahrens der vorliegenden Erfindung wird die Veresterungsreaktion zwischen dem 
symmetrischen Anhydrid der a-Amino-geschutzten Ala-Aminosaure und dem Verbindungshaken des Harzes in 
einem inerten, organischen Losungsmittel in Anwesenheit von Katalysatoren durchgefuhrt 

Organische Losungsmittel, die fur den vorgesehenen Zweck geeignet sind, werden ausgewahlt aus aliphati- 
schen Chlorkohlenwasserstoffen, aliphatischen Ketonen oder Alkylestera 35 

Spezielle Beispiele fur diese Losungsmittel sind N,N-Dimethylformamid (DMF), Chloroform, Ethylacetat und 
Tetrahydrofuran. 

Die Katalysatoren sind ausgewahlt unter solchen, die aus dem Stand der Technik bekannt sind. Insbesondere 
werden 4-Dimethylaminopyridin und N-Methylmorpholin verwendet 

Die Temperaturen, bei denen die Veresterungsreaktion durchgefuhrt wird, konnen im allgemeinen von —10 40 
bis 40°C variieren, und die entsprechenden Zeiten sind die fur die Beendigung oder im wesentlichen Beendigung 
der Reaktion erforderlichen Zeiten. 

Die Stufe (b) 

45 

Am Ende der Veresterungsreaktion wird in der Stufe (b) die Schutzgruppe von der a-Aminogruppe entfernt 
Insbesondere wird, wenn die Schutzgruppe Fluorenylmethyloxycarbonyl (Fmoc) ist, eine solche Entfernung 
durch Behandlung des Peptidharzes mit einem Gemisch (20/80 VoL/Vol.)-Piperidin/DMF wahrend einer Ge- 
samtzeit von etwa 10 min durchgefuhrt 

50 

Die Stufen (c) und (e) 

Nach Entfernung der a-Amino-Schutzgruppe und geeignetem Waschen des Peptidharz-Produkts werden in 
den Stufen (c) und (e) der vorliegenden Erfindung die aufeinanderfolgenden Aminosauren durch die Acylie- 
rungsreaktion zwischen den Aminosauren, die geeigneterweise geschutzt sind und in Obereinstimmung ihrer 55 
Carboxygruppe und der Schutzgruppen-entfernten Aminogruppe der an das Harz gebundenen Aminosaure 
voraktiviert sind, kondensiert 

Insbesondere wird die Acylierungsreaktion in einem inerten, organischen Losungsmittel in Anwesenheit von 
Katalysatoren durchgefuhrt 

Die inerten, organischen Losungsmittel sind ausgewahlt aus aliphatischen, chlorierten Kohlenwasserstoffen, 60 
aliphatischen Ketonen oder Alkylestern. Bevorzugt werden N,N-Dimethylformamid (DMF), Chloroform, Ethyl- 
acetat Tetrahydrofuran eingesetzt 

Die Katalysatoren werden unter den aus dem Stand der Technik bekannten ausgewahlt Insbesondere wird fur 
den Asn-Rest 1-Hydroxybenzotriazol (HOBT) verwendet 

Die Temperaturen, bei denen die Acylierungsreaktion durchgefuhrt wird liegen im allgemeinen in dem 65 
Bereich von — 10 bis 40°G 

Die Reaktion wird vorzugsweise bei Raumtemperatur oder nahe Raumtemperatur durchgefuhrt und die 
entsprechenden Zeiten sind diejenigen, die zur Beendigung oder wesentlichen Beendigung der Reaktion not- 
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wendigsind 

DieStufe(f) 

5 Die Entfernung des Polypeptids (I) von dem uniaslichen, festen Trager kann nach bekannten, allgemeinen 
Techniken durch saure oder basische Hydrolyse, Aminol yse Oder Alkoholyse durchgef uhrt werden. 

Die Reaktion wird typischerweise durchgefuhrt, indem das Peptid-Harz in einer (90/10, Vol/VoI)-Tnfluores- 
sigsaure/Wasser-Losung bei einer Temperatur im Bereich von 10 bis 30°C suspendiert wird. Am Ende der 
Reaktion wird das Harz von dem Reaktionsgemisch abfiltriert, wiederholt mit Wasser gewaschen und erneut 

io filtriert - „, ■« j * • 

Die vereinigten Filtrate werden durch Eindampfen zur Trockne eingeengt m Wasser gelost und getnerge- 

trocknet 

DieStufe(g) 

Das aus der Stufe (f) erhaltene, rohe Polypeptid (I) wird dann durch eine Reihe von Schritten der Gelfiltration. 
Chromatographic und Ionenaustausch-Chromatographie gereinigt Die dem gewflnschten Produkt entspre- 
chenden Fraktionen werden gesammelt und gefriergetrocknet 

Am Ende des Verfahrens der vorliegenden Erfindung wird eine gesamtchromatographische Ausbeute von 
59% urid eine Ausbeute der gereinigten Fraktion von 73% in bezug auf das aus dem Harz freigesetzte 
Polypeptid erhalten. . 
Polypeptide der allgemeinen Formel (I) sind mit einer guten immunogenen Aktivitat ausgestattet 
Die Peptide, worin n von 3 bis 40 betragt, sind besonders geeignet fur die Zwecke der vorliegenden Erfindung. 
Es wurde tatsachlich gefunden. dafl, wenn diese Polypeptide in einem vollstandigen und/oder unyoUstandigen 
Freund^Coadjuvans an Stamme von Mausen injiziert wurden, welche nicht ansprechbar fur (Asn-Ala-Asn- 
ProWPolypeptidwaren t dieBildungvonAntipolypeptid-Antik6rpernausgelostwu^ 

Infolgedessen konnen diese Polypeptide fur die Herstellung von Antimalaria-Vakzinen, die bei alien Patienten 
wirksam sind, verwendet werden. ...» j - kt *u -™ 

Weiterhin konnen diese Polypeptide far die Herstellung von diagnostischen Ausrustungen und in Nachweissy- 
stemen fur Antisporozoit-Antikorper in Blutproben von malariainfizierten Personen verwendet werden. 
Die folgenden Ausf uhrungsbeispi ele erlautern die Erfindung, ohne sie zu besdiranken. 

Beispiell 

Synthese von (Asn-Val-Mp-Pro-Asn-Ala-Asn-ProHAs 0 "^-^^^) 3 "^*^ 1 

Die Synthese wurde an einem automatischen Beckman-Synthesizer, Modell 990 B, unter Verwendung eines 
handelsublichen Polyacrylamidharzes (Cambridge Research Biochemical*, Pepsyn A), das mit Norleucia als 
intemer Referenz-AminosSure funktionalisiert war, und p-Hydroxymethylphenoxy-essigsaure als reversiblem 
40 Peptid-Harz- Verbindungshaken" durchgefuhrt /o no , ort .-n-u— 

1 g Harz wurde 16 h in 32 ml NJSI-Dimethylfonnamid (DMF) bei Raumtemperatur (20-25 Q unter Ruhren 

gequollen. . ... /A1 * 

Nach Waschen des Harzes mit DMF (lOmal, 1 min jeweils) wurde das erste Armnosaure-Radikal (Ala) 
eingebracht mittels der Veresterungsreaktion an dem reversiblen Haken des symmetrischen Anhydnds von Ala, 
geschutzt an seiner a-Aminogruppe mit der FluorenyImethyloxycarbonyl(Fmoc)-Schutzgruppe. 

2,17 g (1,8 mMol) (Fmoc-AlaJA 0,200 ml (1,8 mMol) N-Methylmorpholin (NMM) und 0,022 g (0,18 mMol) 
4-Dimethylaminopyridin (DMAP) wurden in dieser Reihenfolge zugesetzt und in 16 ml DMF gelost. Die Reak- 
tionsmischung wurde wahrendetwa 30 min bei Raumtemperatur gehalten. 
Am Ende der Veresterungsreaktion wurde das Harz nach dem folgenden Waschzyklus wiederholt gewaschen: 

5 Waschungen mit DMF, jeweils 1 mm; 
1. Waschung mit einer (20/80, Vol/Vol)-Piperidin/DMF-Losung wahrend 3 mm 
1 Waschung mit einer (20/80, Vol/Vol)-Piperidin/DMF-Ldsung wahrend 7 min; 
10 Waschungen mit DMF, jeweils 1 min; 
55 5 Waschungen mit DMF, jeweils 1 min. 

Dann wurden die anderen Aminosauren alle einverleibt, jeweils eine in der Zeit, gemaB der gewflnschten 
Sequenz durch die Acylierungsreaktion zwischen dem Fmoc-a-Amino-geschutzten, aktivierten Carboxy-ammo- 
saure-Rest und der wachsenden Polypeptid-Kette. 

60 Die Acylierungsreaktion wurde 50 min bei Raumtemperatur durchgefuhrt unter Verwendung der symme- 
trischen Anhydride von Fmoc-Aminosauren Ala, Val, Asp und Pro (1,8 mMol des symmetrischen Anhydnds in 
16 ml DMF) und des Pentafluorphenylesters von Fmoc-Asn (1,8 mMol von Fmoc-Asn OPFP[OPFP=> Pentaflu- 
orphenylester])in 16 ml DMFin Anwesenheit von 0,244 g(l,8 mMol) 1 -Hydroxy benzotriazoI(HOBT). 

Das asymmetrische Anhydrid der geschutzten Aminosauren wurde unmittelbar vor der Acylierungsreaktion 

65 durch Reaktion von 3,6 mMol Fmoc-Aminosaure mit 0371 g(l,8 mMol) Dicyclohexylcarbodiimid (DCI>m 20 ml 
CHzCb bei Raumtemperatur wahrend 10 min hergestellL Am Ende der Reaktion wurde der gebildete Dicyclo- 
hexyl-harnstoff abfiltriert, das Losungsmittel abgedampft und das so erhaltene, symmetnsche Anhydrid gewon- 
nen. 
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Fur jede Acylierungsreaktion wurde die Verv llstandigung der Bildung der amidischen Bindung durch den 
Ninhydrin-Test (E Kaiser et aU AnaL Biochein, 1980, 34, 595) und den Trinitrobenzolsulfonsaure-Test 
(W. S. Hancock et al, AnaL Biochem., 1976, 71, 261) nachgepruft Diese Tests ergaben nach 30min0tiger Reaktion 
negative Resultate. 

Am Ende der Ansammlung der gewQnschten Sequenz wurde die Aminosaure-Analyse des Peptid-Harzes 5 
durchgefuhrt und die folgenden Ergebnisse wurden erhalten (die theoretischen Werte sind in Klammern 
angegeben): 



Asx Pro Ala Val NLe 

10 

18,64(19) 9,75(9) 7,00(7) 3,12(3) 13 

Asx = entweder Asn oder Asp. 

15 

Das so synthetisierte Polypeptid wurde dann aus dem Harz durch Reaktion mit 50 ml einer (90/10, Vol/ 
Vol)-Trifluoressigsaure/Wasser-L6sung 3 h bei einer Temperatur von 20° C entfernt 

Das Harz wurde dann von dem Reaktionsgemisch durch Filtrieren unter Vakuum abgetrennt, dann wurde es 
dreimal mit Wasser, jeweils mit 20 ml, gewaschen und schlieBlich filtriert 

Die Filtrate wurden vereinigt und durch Eindampfen zur Trockne eingeengt; sie wurden dann in Wasser gelost 20 
und gefriergetrocknet 

Die Ausbeute der Polypeptid-Freisetzung ergab mehr als 98% auf der Basis der Analyse des verbleibenden 
Harzes. 

Das so erhaltene Polypeptid wurde durch Gelfiltrations-Chromatographie Ober einer Saule von 85 x 2,6 cm 
Sephadex G-25-Harz, eluiert mit 0,1 M CH3COOH, mit einer DurchfluBrate von 38 ml/h gereinigt 25 
Die Fraktionen entsprechend dem Hauptpeak wurden gesammelt und gefriergetrocknet 
Das Polypeptid wurde weiter durch Ionenaustausch-Chromatographie uber Whatmann DE-52-Harz (Saule 
25 x 2,6 cm, eluiert mit einem Iinearen Gradienten von 0,1 bis 04 M NH4HCO3 bei einer DurchfluBrate von 
36 ml/h) gereinigt 

Die Fraktionen entsprechend dem Hauptpeak wurden gesammelt und gefriergetrocknet 30 
Die Aminosaure- Analyse des gereinigten Polypeptids ergab folgende Werte: 



Asx Pro Ala Val 

35 

18,66(19) 9,48(9) 7,00(7) 3,02(3) 

Die gesamtchromatographische Ausbeute auf der Basis der Endgehalte des Harzes und der Freisetzungsaus- 
beute ergab 59%. Die Ausbeute des gereinigten Produkts war 73%. 40 
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